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論文内容の要旨
E目　的ヨ
初期胚の体外培養法をめぐっては、これまゼ培重液の組成や、酸化的ストレスなどの体外に特有
な胚発育阻害因子が検討されてきたが、今なおin vivoに匹敵するほどの培養法は確立されていない。
一方、体細胞との共培養が良好な胚発育をもたらすことが報告されているが、共培養による胚発育
促進機序はほとんど明らかにされていない。本研究では数種の体細胞を用いた胚の共培養を試み、
より高い胚発生効率が得られるか、また、その効果が何によってもたらされるかについて動物実験
モデルを用いて検討した。
【方　法】
過排卵処理幼若雌マウスの卵管より前核期胚を回収し、基本培養条件を0．3％BSA－Biggers－
Whitten－Whittingham（BWW）、37℃、5％CO2in airとし、それぞれの培養条件下で培養、胚の形
態を通日観察した。ウサギの卵管および子宮体部より回収した上皮細胞、ヒト皮膚線維肉種樹立細
胞株、ヒト脂肪肉種樹立細胞殊、雌マウス腹腔内より回収したマクロファージ、雌モルモット腹腔
内より回収したマクロファージを培養し、0．3％BSA－BWWに置換後翌日に共培養に供した。良好な
胚発育の得られたモルモットに腹腔マクロファージ共培養ついて、以下の検討を加えた。
共培養開始後3日目の胚、および同時刻のin vivo胚を構成する細胞数を観察した。播種する細胞
数を0から5×108cells／welユとして共培養を行った。モルモット腹腔マクロファージの培養上清
（CM）を用いて胚培養を行った。腹腔マクロファージを1日、2日あるいは3日間培養した後、共
培養を開始した。モルモット腹腔マクロファージを培養し0．3％BSAqBWW交換後24時間目に培養上
清を回収し、アミノ酸、サイトカイン、成長因子、プロスダグランジンを測定した。モルモット腹
腔マクロファージの共培養系にインドメサシンを加え胚の形態を観察した。腹腔マクロファージと
共培養した胚を偽妊娠成熟雌マウスの子宮腔内に移植した。
E結　果】
ウサギ卵管上皮細胞との共培養は対照翠と同様の胚発育を示した。ウサギ子宮内膜上皮細胞、ヒ
ト皮膚線錐肉種細胞、ヒト脂肪肉種細胞との共培養では胚発育は有意に抑制された。モルモット腹
腔マクロファージ、マウス腹腔マクロファージとの共培養では胚発育は有意に促進された。モルモッ
ト腹腔マクロファージとの共培養によって得られた胚を構成する細胞数は有意に増加したがvivo胚
と比べると低値であった。モルモット腹腔マクロファージとの共培養においては、供する細胞数を
減ずるに従い胚発育促進効果は有意に低下した。細胞回収から共培養開始までの時間を延長すると
胚発育促進効果が有意に低下した。CMによる培養では胚発育はむしろ有意に抑制された。モルモッ
ト腹腔マクロファージのCMはアミノ酸はいずれも低濃度で、IlJ－1βは100pg／mlであったがIL－1α、
IL－1β、IL－6、IFN－α、GM－CSF、G－CSF、TNF－a、TGF．a、β1、PDGF、IGF－I、Ⅱ、EGFは
検出されなかった。PGF2gは325．0±318．2pg／nP、PGE2は635．Opg／nD、6keto－PGFlaは235．Opg／融、
TXB2は2180．Opg／mPであった。共培養にindomethacinを添加しても胚発育に変化はなかった。共培
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善で得られた胚を偽妊娠マウスに移植しても着床率は改善しなかった。
臣考　察ヨ
モル書ット腹腔マクロファージとの共培養が形態のみならず胚を構成する細胞数を増加させたが、
in vivoの環境を再現するほどの培養環境を与えるものではなかった。CMではマウス胚発育促進効
果はなく、逆に有意に胚発育は抑制され、胚発育促進効果を得るにはある一定以上のviable cellsと
共存する必要があることから、マクロファージが極めて不安定な胚発育促進物質を放出しているも
のと推察された。CM中のアミノ酸はいずれも低濃度であり、ウサギ卵管上皮細胞やヒト皮膚線錐
芽肉種細胞から得られた培養上清と比較しても大差なく、これが大きな胚発生効率の差をもたらす
と考えるのは困難と考えられた。サイトカイン、成長因子はIL－1βのみ検出されたがIL－1βは初期
胚に対しては効果はないと報告されており、また、その他のサイトカインは検出されず、この実験
系で主要な役割を果たしている可能性は低いと思われた。プロスタグランジンはインドメサシン添
加によっても胚発育促進効果が抑制されなかったことによりここでの胚発育促進因子ではないと思
われた。モルモット腹腔マクロファージとの共培養による偽妊娠マウスの子宮腔内移植の着床率の
向上はなく、形態的に胚発育を促す体細胞との共培養が必ずしも胚着床能を向上させるものではな
いことが示された。
【結　論】
モルモット腹腔マクロファージとの共培養により、形態、および胚を構成する細胞数の点におい
て高い胚発生効率が得られたが、着床率においては、必ずしも胚発生効率を高めるものではないこ
とが示された。モルモット腹腔マクロファージにおける胚発育促進はサイトカイン、成長因子およ
びプロスタグランジンを除く極めて不安定な物質によるものであると考えられた。
論文審査の結果の要旨
本研究は初期胚培養方法を確立することを目的として、胚と体細胞との共培養を行い、その胚発
育に及ぼす効果とこれに関与する胚発育促進因子の解析を行った。
その結果、①モルモット・マウス腹腔マクロファージとの共培登でマウス前核期胚の発育が促進
される、②この系における胚発育促進因子は極めて不安定な物質であると推定される、③一酸化窒
素の関与も示唆されたが促進因子としての同定は田難であった、④共培養により、胚発育は促進さ
れるが着床率の改善は認められない、ことを示した。このように、本論文は、共に培養における胚
発育促進機序を詳細に検討した点、および、その効果が着床率の向上に寄与するか否か検討した点
において、これまでに例を見ない新しい研究である。また、研究成果は胚培養法の研究に新たな視
点を提供するのみならず、ヒト体外受精胚移植法の成績向上にも資するところ大であると考えられ
る。よって、博士（医学）の学位に債するものと認める。
なお、本学位授与申請者は、平成10年5月26日実施の論文内容と、それに関連した試問を受け、
合格と認められたものである。
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